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دليل توليد ترکيبات ليگنانی از جمله سزامين و سزامول دارای  به (.Sesamum indicum L) کنجد

ويژه  های فوروفوران است که در گياهان آوندی و به سزامين از دسته ليگنان. ای است اهميت ويژه

در پستانداران مورد دليل دارا بودن اثرات بيولوژيکی سودمند  سزامين به. گونه کنجد وجود دارد

های دخيل  های زيادی برای شناسايی ژن های اخير تلاش در سال. توجه زيادی قرار گرفته است

نقره و  در اين پژوهش تاثير دو اليسيتور نيترات. در مسير بيوسنتزی سزامين انجام شده است

ر کشت ، دCYP81Q1نانوذرات روی بر ميزان بيان ژن کليدی دخيل در بيوسنتز سزامين، 

نقره و نانوذرات روی با  برای اين منظور اليسيتورهای نيترات. سوسپانسيون سلولی کنجد بررسی شد

روزه  91طور جداگانه در کشت سوسپانسيون سلولی  هگرم در ليتر ب ميلی 9و  3/0، 53/0های  غلظت

ز تيمار صورت ساعت پس ا 54و  1، 5برداری در چهار بازه زمانی صفر،  کنجد اعمال شدند و نمونه

-qRTژن با روش  های سلولی منجمد شده با نيتروژن مايع برای تعيين سطح بيان از نمونه. گرفت

PCR براساس نتايج اين تحقيق ژن . استفاده شدCYP81Q1  بيشترين سطح بيان را در تيمار حاوی

ان اين ژن در بي. ساعت بعد از اعمال اليسيتور داشت 1گرم در ليتر نانو ذره روی و  ميلی 53/0

ساعت بعد از  1و  54ترتيب در  هنقره ب گرم در ليتر نيترات ميلی 9و  3/0های تيمار شده با  سلول

ميزان بيان ژن کليدی دخيل در توليد ليگنان سزامين در همه . اعمال اليسيتور به حداکثر رسيد

هش ميزان افزايش بيان اين براساس نتايج اين پژو. افزايش يافتاليسيتورها های تيمار شده با  نمونه

 . طور عمده به مقدار اليسيتورهای اعمال شده و بازه زمانی بعد از اعمال آن بستگی دارد هژن ب

 

 های کلیدی اژهو
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ا هستند که در ه ها از ترکیبات عمده خانواده فیتواستروژن  لیگنان

دارند،  این ترکیبات که در گیاهان وجود. شوند ت میگیاهان یاف

. اکسیدشدگی دارند ضدشبیه هورمون استروژن بوده و خاصیت 

ای هستند که از  فنلی نسبتاً ساده  های گیاهی مواد پلی  لیگنان

عنوان یک خط دفاع  یاهان بهو در گ شوند آلانین مشتق می  فنیل

ها و حتی   شیمیایی عمل و از گیاه در برابر حشرات، میکروب

سطح لیگنان در بدن و کاهش . دنکن گیاهان دیگر محافظت می

وکی پ تخمدان،و  پستانسرطان  هایی چون  احتمال بروز بیماری

های قلبی و عروقی رابطه مستقیمی را نشان   و بیماری استخوان

های  در کاهش خطر ابتلا به سرطان ها لیگنان همچنین. دهند می

و  پروستات های کاهش خطر ابتلا به سرطان ،دومترنتیروئید و آ

های اکسیداتیو  سیب های کبدی در مقابل آ حفاظت سلول و کولون

دارای بالاترین  کتان دانه ،خوراکی یدر بین منابع گیاه .ثیر دارندأت

، کنجد دانه، تخم کدو منابع عمده لیگنان سایر. تمیزان لیگنان اس

، پوسته ها ها و سبزی میوه. هستند و لوبیا بروکلی، سویا چاودار،

خوب لیگنان  غلات و چای جزء غذاهای با سطح متوسط تا

های کنجد حاوی مقادیر قابل  دانه. (Ionkova 2007) باشند می

فرد  هب  ماده منحصر دوسزامین و سزامولین . توجهی لیگنان هستند

شوند  می ستند که در کنجد یافتههای غذایی لیگنان  از گروه فیبر

(Ashakumary et al. 1999). های  روغن کنجد از بهترین روغن

های چرب دارای چند پیوند دوگانه،  گیاهی و حاوی اسید

و لیستین   Eاولئیک، لینولئیک، پالمتیک، استئاریک، ویتامین اسید

بو و مزه مطبوع، ملکه  ،زیاد دلیل مرغوبیت هروغن کنجد، ب .است

در آن است  یندلیل وجود سزام هها ب یست و این ویژگا ها روغن

شود و مقاومت روغن را  یاکسیدان طبیعی محسوب م  که یک آنتی

ژن کلیدی در مسیر تولید سزامین  .برد در برابر اکسیداسیون بالا می

  .(Ono et al. 2006)است  CYP81Q1ژن 

براساس گزارش پژوهشگران سزامین یک لیگنان فوروفوران است 

اکسی از پایپریتول و پینورزینول سنتز  دی که با تشکیل دو پل متیلن

پینورزینول اولین لیگنان مسیر سنتز سزامین است که با . شود می

جادیک پل اکسی به پینورزینول تبدیل و با ای دی تشکیل پل متیلن

کاتالیز این ترکیب . شود اکسی دیگر به سزامین تبدیل می دی متیلن

و  (Sr) سینتاز ، پایپریتولP450 توسط دو آنزیم سیتوکروم

براساس نتایج پژوهشگران، بیان . شودانجام می (Si) سینتاز سزامین

شود  طی توسعه دانه باعث تجمع سزامین می CYP81Q1ژن 

(Ono et al. 2006) ( 1شکل .) 

 

 
  (Ono et al. 2006) مسیر بیوسنتز سزامین و سزامولین -1 شکل

 

رین عناصر در ت  جرای ونانومتر  111تا  1ابعاد  بای اتذر ،اتنانوذر

شده  ها باعث توجه آن  و خواص جالبهستند علم و فناوری نانو 

 ،های بسیار متنوعی در صنایع شیمیایی، پزشکیاست کاربرد

های ثانویه  برای افزایش متابولیتکشاورزی  و دارویی، الکترونیک

 .Raee et al) باشند داشته عنوان عوامل ضد میکروبی هو ب گیاهان

2012; Rasouli et al. 2020).  نانوذرات نقره یکی از در

ترین انواع نانوذرات هستند که علاوه بر اثر  ترین و مهم دسترس

عنوان عوامل ضد باکتری نیز شناخته و استفاده  هالیسیتوری ب

 .(Zarayneh et al. 2018; Rasouli 2019)شوند  می

از   CYP81Q1در پژوهش حاضر برای بررسی میزان بیان ژن

یکی از . استفاده شد Real Time PCR Quantitativeروش 

ای است  مقایسه CTروش  qRT-PCRهای  های نمایش داده روش

از این . شود ه میشناختFC (Fold Change )عنوان روش  که به

های مختلف در مقایسه با  روش برای بررسی بیان ژن در نمونه
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های  سازی داده در این روش، نرمال. شود نمونه شاهد استفاده می

CT های مختلف و نمونه شاهد با استفاده از  مربوط به نمونهCT 

 ΔCTهر نمونه با  ΔCTو  Δ(ΔCT)گیرد  ژن مرجع صورت می

 log 2 یا ΔΔCT–صورت  عبارتی به هود و یا بش شاهد کالیبره می

FC دشو بیان می (Wong and Medrano 2005.)  کشت

سوسپانسیون سلولی، ابزار بیولوژیکی مناسبی برای افزایش 

توان از الیسیتورهای  در این کشت می. های ثانویه است متابولیت

های  مختلف زیستی و غیرزیستی برای تحریک تولید متابولیت

بررسی پژوهش هدف از این . ها استفاده کرد و افزایش آن ثانویه

( تکرار 3نمونه و  41)نقره  تاثیر الیسیتور نانوذرات روی و نیترات

عنوان ژن کلیدی دخیل در سنتز  هب CYP81Q1بر میزان بیان ژن 

سزامین در کشت سوسپانسیون سلولی بهینه شده کنجد با استفاده 

 . بود qRT-PCRاز روش 
 

از موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و  1 دانه کنجد رقم کرج

در این مطالعه از محیط کشت موراشیگ و  .بذر کرج تهیه شد

عنوان محیط  به (Murashige and Skoog, 1962) (MS) اسکوگ

ای،  نه و تولید گیاهچه درون شیشهکشت پایه جهت کشت دا

های  دانه .زایی و ایجاد سوسپانسیون سلولی استفاده شد کالوس

فاقد  MSهای حاوی محیط  کنجد پس از ضدعفونی در شیشه

کشت شدند ( pH 9/5)گرم در لیتر ساکارز  31هورمون و حاوی 

روز در تاریکی نگهداری و سپس به  3زنی به مدت  و برای جوانه

ساعت  11و دوره نوری  ºC 4 ± 45ت با درجه حرارت اتاق کش

برای تولید کالوس از . ساعت تاریکی انتقال یافتند 9روشنایی و 

فاقد هورمون و حاوی  MSمحیط عنوان ریزنمونه و  هیپوکوتیل به

های نرم و  کالوس. استفاده شد (pH 9/5)گرم در لیتر ساکارز  31

با  MSایع ترد انتخاب و پس از انتقال به محیط م

با  NAAگرم در لیتر و  میلی 1/1با غلظت   BAPهای هورمون

. گرم در لیتر سوسپانسیون پر تراکمی تولید شد میلی 3غلظت 

 131های حاوی سوسپانسیون سلولی روی شیکر با سرعت  ارلن

گراد در تاریکی قرار  درجه سانتی 42 ± 4دور در دقیقه و دمای 

 Heidari far and Dehghan Nayeri 2015; Amanelahy)گرفتند 

et al. 2016 .)دست آوردن منحنی رشد، وزن تر و خشک  هبرای ب

روز،  31هر دو روز یک بار و به مدت . گیری شد ها اندازه سلول

تمام محتوای ارلن از صافی عبور داده شد و وزن تر و وزن 

ها بعد از قرار گرفتن در دمای اتاق به مدت یک خشک سلول

 .برداری شدیادداشت شبانه روز

مسئول سنتز ، CYP81Q1منظور تحریک افزایش بیان ژن  به

نقره در محیط نیتراتنانوذرات روی و  سزامین، از الیسیتورهای

سوسپانسیون سلولی در . سوسپانسیون سلولی کنجد استفاده شد

تحت تیمار الیسیتورها با ( فاز نمایی رشد)روز هجدهم 

. گرم در لیتر قرار گرفت یلیم 1و  5/1، 45/1های  غلظت

انجام شد ( ساعت 41 و 9، 4صفر، )بازه زمانی  1برداری در  نمونه

مورد بررسی  qRT-PCRبا روش  CYP81Q1و میزان بیان ژن 

آزمایش تحریک سوسپانسیون برای هر تیمار در سه . قرار گرفت

 (.Heidari far and Dehghan Nayeri 2015)تکرار انجام شد 

 .انجام شد( Sigma, USA) با روش ترایزول RNA استخراج

 وسـیله نـانودراپ هب پس از استخراج،RNA های غلظت نمونـه

(Thermo nanodrop1000, US) از دو میکروگرم تعیین و مقدار

. استفاده شد DNaseІ ((Fermentas,Germany با جهت تیمار آن

 تیمـار شـده بـا آنـزیم ng/μl 1111 RNAبـا)cDNA سنتز 

DNaseІ )با آنزیم ترانسکریپتاز معکوس و طبق دستورالعمل 

عنوان رشته الگو برای  دست آمده به هب cDNA. صورت گرفت

جهت اطمینان از درستی سنتز . تکثیر قطعات موردنظر استفاده شد

cDNA  18با استفاده از آغازگر ژنS rRNA (دار یا  ژن خانه

رهای آغازگ. انجام و تأیید شد PCRواکنش ( مرجع

 بر qRT-PCRو  PCRالیگونوکلئوتیدی جهت انجام واکنش 

و با استفاده از  NCBIها در بانک  های موجود ژن اساس توالی

درستی آغازگرهای (. 1جدول )طراحی شدند  Oligo5افزار  نرم

طراحی شده از لحاظ عدم اتصال غیراختصاصی و دایمر آغازگر، 

جهت . تأیید قرار گرفت با استفاده از بلاست و در کل ژنوم مورد

 3ها در  برای همه نمونه qRT-PCRمقایسه میزان بیان ژن، واکنش 

( شرکت تاکارای ژاپن) SYBR greenتکرار با استفاده از معرف 

ساخت ) ROTOR Gene Qانجام و از دستگاه ترمال سایکلر 

 81های  در میکروپلیت ها واکنش .استفاده شد( شرکت کیاژن

 .انجام شد چرخه 11میکرولیتر و در  41ایی در حجم نه ،چاهکی

  ها روش مواد و
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 Real Time PCRاطلاعات مربوط به آغازگرهای ژن جهت واکنش  -1جدول 
 نام ژن F/R (5'-3') توالی آغازگرها GC Tm (ºC) % (bp) ده ندازه قطعه تکثیر شا

118 

 

11 

51 

1/25 

8/11 

F- TCTCGCTCTCACCTTCGCC 

R- CTGGGAGAAGTCGTATAGTG 

CYP81Q1 

121 15 

15 

8/15 

1/11 

F- TCTTAGTTGGTGGAGCGATT 
R- GAACATCTAAGGGCATCACA 

18S rRNA 

 

بیان  log 2 FCیا  ΔΔCT–صورت  هدست آمده ب هب  CTهایداده

. ها استفاده شد داده سازی برای نرمال 18S rRNAد و از ژن ش

 .شد انجام SPSSافزار  نرم باآماری  های و تحلیل تجزیه همچنین
 

دست آوردن زمان مناسب جهت بازکشت سوسپانسیون  هبرای ب

سلولی و نیز زمان مناسب برای اعمال الیسیتورها، منحنی رشد 

 سهو  BAPگرم در لیتر  میلی 1/1های حاوی  سلولی برای محیط

براساس منحنی رشد (. 4شکل )رسم شد  NAAگرم در لیتر  میلی

 یتمیفاز لگار بیستمز در رودر کشت سلولی کنجد دست آمده،  هب

. ها وارد فاز سکون و سپس فاز مرگ شدند و سلول پایان یافته

دارای ) عملکرد بهتر در روز هجدهم ین الیسیتورها جهتبنابرا

. اضافه شدند یسلول وسپانسیونبه س( یسلول تکثیر یزانم یشترینب

، از الیسیتورهای نانوذرات روی CYP81Q1جهت افزایش بیان ژن 

نقره در محیط کشت سوسپانسیون سلولی کنجد استفاده  و نیترات

گرم  میلی 1و  5/1، 45/1برای این منظور تیمارهای با غلظت . شد

در لیتر در روز هجدهم در کشت سوسپانسیون سلولی اعمال و 

انجام ( ساعت 41و  9، 4صفر، )بازه زمانی  1برداری در  نمونه

ردشدگی عدم خ)استخراجی  RNAجهت بررسی کیفیت . شد

RNA ها روی  الکتروفورز نمونه( و مشاهده باندهای ریبوزومی

 28Sدرصد انجام شد که وجود دو باند  5/1 (W/V) ژل آگار

rRNA  18وS rRNA  دهنده کیفیت  عدم کشیدگی باندها نشانو

  (.3شکل )است  RNAمطلوب 

نقره و در تیمارهای مختلف نیتراتCYP81Q1 بررسی بیان ژن 

 QRT-PCRبا روش ی نانوذرات رو

ها جهت بررسی اثر زمان و  براساس نتایج مقایسه میانگین داده

، اثر غلظت CYP81Q1نقره بر بیان ژن  های مختلف نیترات غلظت

دار  معنی CYP81Q1و اثر متقابل غلظت در زمان روی بیان ژن 

های حاصل از  با توجه به داده .دار نشد شد ولی اثر زمان معنی

QRT-PCR  ژنCYP81Q1 نقره  های مختلف نیترات در غلظت

گرم در  میلی یکبیشترین میزان بیان ژن در سطح . بیان شده است

ساعت پس از اعمال تیمار مشاهده شد و نیز  دونقره  لیتر نیترات

ساعت پس  9نقره، به مدت  گرم در لیتر نیترات میلی 45/1غلظت 

 .ن داداز اعمال تیمار مقدار کمی افزایش بیان ژن را نشا

 

 
و  BAPگرم در لیتر  میلی 1/1ها در محیط حاوی  منحنی رشد سلول -4شکل 

 NAAگرم در لیتر  میلی سه

 

 
های تیمار شده با نانوذرات با روش  استخراج شده از نمونه RNA -3 شکل

شاهد  -1شامل تیمارهای ، درصد 5/1 (W/V) کلروفرم روی ژل آگارز-فنل

گرم در لیتر  میلی 5/1غلظت  -3زمان صفر یتر گرم در ل میلی 45/1غلظت  -4

گرم  میلی 45/1غلظت  -5زمان صفر گرم در لیتر  میلی 1غلظت  -1زمان صفر 

 -2ساعت  4زمان گرم در لیتر  میلی 5/1 غلظت -1ساعت  4زمان در لیتر 

گرم در لیتر  میلی 45/1غلظت  -9ساعت  4زمان گرم در لیتر  میلی 1غلظت 

 1غلظت  -11ساعت  9زمان گرم در لیتر  میلی 5/1ظت غل -8ساعت  9زمان 

 41زمان گرم در لیتر  میلی 45/1غلظت  -11ساعت  9زمان گرم در لیتر  میلی

 1غلظت  -13ساعت  41زمان گرم در لیتر  میلی 5/1غلظت  -14ساعت 

 .ساعت 41زمان گرم در لیتر  میلی

 

  جنتای
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 رم در لیترگ میلی 45/1کمترین میزان بیان ژن مربوط به تیمارهای 

نقره  نیترات گرم در لیتر میلی 5/1ساعت و نیز  4نقره، مدت  نیترات

برای  (.1شکل )ساعت پس از اعمال تیمار بود  41و مدت 

در  CYP81Q1الیسیتور نانوذرات روی بیشترین میزان بیان ژن 

ساعت و کمترین میزان  9 مدت گرم در لیتر، میلی 45/1غلظت 

ساعت  41و  4گرم در لیتر، مدت  میلی 5/1بیان این ژن در غلظت 

 (. 5شکل )بعد از اعمال الیسیتور تعیین شد 

 

 
های مختلف الیسیتور  ها و زمان در غلظت CYP81Q1میزان بیان ژن  -1شکل 

 qRT-PCRنقره با استفاده از روش  نیترات

 

 
های مختلف الیسیتور  ها و زمان در غلظت CYP81Q1میزان بیان ژن  -5شکل 

 qRT-PCRذرات روی با استفاده از روش نانو

 

نقره بر بیان ژن  های مختلف الیسیتور نیترات بررسی اثر غلظت

CYP81Q1  ،افزودن این نشان داد که بدون در نظر گرفتن زمان

گرم در لیتر به  میلی 1و  5/1، 45/1های  الیسیتور در غلظت

 CYP81Q1سوسپانسیون سلولی کنجد باعث افزایش بیان ژن 

بیشترین تغییر در بیان این . ت به بیان آن در نمونه شاهد شدنسب

است و بین نقره  گرم در لیتر نیترات میلی 5/1ژن در غلظت 

داری مشاهده  گرم در لیتر اختلاف معنی میلی 1و  45/1های  غلظت

تیمار  مختلف هایتاثیر غلظتدر بررسی  (.1شکل ) نشد

در نظر گرفتن زمان، بدون  CYP81Q1ن بیان ژ نانوذرات روی بر

همه تیمارها افزایش بیان ژن را نسبت به شاهد نشان دادند و 

گرم در لیتر نانوذرات میلی 5/1بیشترین میزان بیان ژن در غلظت 

براساس نتایج مقایسه میانگین اثر غلظت بر . دست آمد هروی ب

گرم در لیتر الیسیتور نانوذرات روی  میلی 1بیان ژن، با اعمال 

لیتر  در گرم میلی 5/1 و 45/1های  بیان ژن نسبت به غلظتمیزان 

 (. 2شکل )کاهش یافت 

 

 
های مختلف الیسیتور در غلظت CYP81Q1سطح بیان ژن  -1شکل 

 نقره نیترات

 

 
 نانوذره روی های مختلف الیسیتوردر غلظت CYP81Q1بیان ژن  -2شکل 

 

نشان داد  CYP81Q1ژن  یاناثر زمان بر ب یانگینم یسهمقا یجنتا

 دوژن  یانب یزانم ،نقره نیترات یسیتوربدون در نظر گرفتن غلظت ال

 41و  9کاهش و دوباره پس از  یسیتورالاین ساعت بعد از اعمال 

مشاهده  9طور که در شکل  همان. کرد یداپ یشیساعت روند افزا

 یسیتورالپس از اعمال ساعت  41و  9دو زمان  ینب شودیم

ژن نسبت به زمان صفر  یانب ییردر تغ دار یمعن فاختلا نقرهنیترات
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نتایج مقایسه میانگین اثر زمان بر بیان ژن  .(9شکل ) مشاهده نشد

CYP81Q1  نشان داد بدون در نظر گرفتن غلظت الیسیتور

ساعت بعد ازاعمال الیسیتور این ژن بیشترین  دونانوذرات روی، 

های  روی در بازهاعمال الیسیتور نانوذرات . میزان بیان را داشت

در  CYP81Q1ساعت باعث افزایش بیان ژن  41و  9زمانی 

ساعت  دومقایسه با نمونه شاهد و کاهش بیان ژن نسبت به زمان 

دار در تغییر  ساعت اختلاف معنی 41و  9بین دو زمان . شده است

 (. 8شکل )بیان ژن مشاهده نشد 

 

 
 نقره نیترات لفدر تیمارهای زمانی مخت CYP81Q1بیان ژن  -9شکل 

 

 
 نانوذرات روی در تیمارهای زمانی مختلف CYP81Q1بیان ژن  -8شکل 

 

 

نقره در زمان نشان  های مختلف نیترات بررسی اثر متقابل غلظت

ساعت بعد از  41داد که بیشترین تغییر در بیان ژن، در بازه زمانی 

 ساعت 9از گرم در لیتر پس  میلی 1و گرم در لیتر  میلی 5/1اعمال 

 41کمترین میزان بیان ژن در بازه زمانی الیسیتور تعیین شد و 

نقره  گرم در لیتر الیسیتور نیترات میلی 45/1ساعت بعد از اعمال 

ها جهت بررسی  در مقایسه میانگین داده (.11شکل )مشاهده شد 

های مختلف نانوذرات روی بر بیان ژن  اثر زمان و غلظت

CYP81Q1 ر زمان، غلظت و اثر متقابل زمان در مشخص شد که اث

دار و اثر الیسیتور، اثر متقابل الیسیتور در زمان،  غلظت معنی

جانبه الیسیتور در زمان در غلظت  الیسیتور در غلظت و اثر سه

 .دار نشده است معنی

در مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت نانوذرات روی در زمان، 

ساعت بعد از  دودر بازه زمانی بیشترین تغییر در میزان بیان ژن 

گرم در لیتر الیسیتور  میلی 1ساعت در غلظت  9و  45/1اعمال 

ها و  اعمال الیسیتور در غلظت. نانوذرات روی حاصل شد

نسبت به  CYP81Q1های مختلف باعث افزایش بیان ژن  زمان

 (.11شکل )نمونه شاهد شد 

 

 
نقره در زمان بر سطح بیان  اتمقایسه میانگین اثر متقابل غلظت نیتر -11شکل 

 CYP81Q1ژن 

 

 
مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت نانوروی در زمان بر سطح بیان ژن  -11شکل 

CYP81Q1 
 

نقره و نانوذرات روی بر میزان بررسی تاثیر الیسیتورهای نیترات

  CYP81Q1بیان ژن 

 های ثانویه گیاهان و دارای ها گروه بزرگی از متابولیت لیگنان

های ضد سرطانی  اثرات زیستی فراوان در پستانداران شامل فعالیت

ترین لیگنان فورفوران در  سزامین فراوان. اکسیدانی هستند و آنتی

  بحث
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 CYP81Q1ژن  P450دانه کنجد است که توسط آنزیم سیتوکروم 

 های متابولیت (.1شکل )شود  از پیش ماده پینورزینول تولید می

صادی و همچنین ارزش افزوده بسیار گیاهی از ارزش اقت هثانوی

ها معمولا  سنتز شیمیایی این متابولیت .بالایی برخوردار هستند

های  ها با روش بنابراین تولید متابولیت استهزینه  پیچیده و پر

 روشسلولی گیاه  فناوری از جمله کشت مختلف زیست

سلولی با  های کشت ورزی محیط دست. سودمند استو جایگزین 

یکی از راهکارهای مهم جهت القای  هارازالیسیتو استفاده

 .استهای ارزشمند  و افزایش تولید متابولیت هثانوی متابولیسم

های  های ثانویه با اهمیت و دارای فعالیت ها جزء متابولیت لیگنان

که  جایی از آن. اکسیدانی در پستانداران هستندضد سرطانی و آنتی

پرهزینه است و با توجه به اینکه  سنتز شیمیایی این مواد پیچیده و

کشت سوسپانسیون سلولی بسیاری از گیاهان از جمله برنج، 

های ثانویه نتیجه مثبت  برای سنتز متابولیت Forsythiaگلی و مریم

توان گفت که کشت سوسپانسیون سلولی کنجد نیز  داشته، می

دلیل  ههمچنین ب. ابزاری مفید برای تولید لیگنان سزامین است

های متفاوت در کشت سوسپانسیون سلولی محرکینکه اثر ا

توان نتیجه  های ثانویه داشته، می گیاهان اثر مثبت در سنتز متابولیت

های متفاوت در کشت سوسپانسیون  محرکتوان از  گرفت که می

سلولی کنجد برای افزایش احتمالی سنتز متابولیت ثانویه سزامین 

 .استفاده کرد

نقره و نانوذرات روی بر  الیسیتورهای نیتراتدر این تحقیق اثر 

دخیل در بیوسنتز سزامین در  CYP81Q1سطح بیان ژن کلیدی 

 1و  5/1، 45/1کشت سوسپانسیون سلولی کنجد در سه سطح 

ساعت  41و  9، 4گرم در لیتر و در چهار بازه زمانی صفر،  میلی

 دهنده نتایج الکتروفورز و اسپکتروفتومتری نشان. شدبررسی 

میزان بیان ژن مؤثر (. 3شکل )بود  RNAکیفیت و کمیت خوب 

. گیری شد اندازه Real Time وسیله دستگاه هدر سنتز سزامین ب

با توجه به . منظور کاهش خطا آزمایش سه مرتبه تکرار شد به

 CYP81Q1جهت بررسی بیان ژن  qRT-PCRهای حاصل از داده

مشاهده شد ات روی نانوذرنقره و  های متفاوت نیترات در غلظت

نظر بیان شده  که در تمام سطوح مختلف الیسیتورها، ژن مورد

 . است

در بازه زمانی روز ( 4شکل )ها  با توجه به منحنی رشد سلول

ها در مرحله رشد لگاریتمی هستند و از  هجدهم تا بیستم سلول

که  جا از آن. شوندروز بیستم به بعد وارد فاز سکون و مرگ می

ا در روز هجدهم اعمال شدند و با توجه به اینکه الیسیتوره

ساعت بعد از اعمال الیسیتور یعنی روز  41افزایش بیان ژن تا 

توان نتیجه گرفت بهترین زمان برای نوزدهم اتفاق افتاده است، می

اعمال الیسیتور جهت تحریک تولید سزامین، زمان قبل از وارد 

 .ها به فاز سکون استشدن سلول

نانوذرات روی بر بیان نقره و  نیتراتهای مختلف  ظتبررسی غل

نظر از زمان، بیشترین تغییر در  نشان داد که صرف CYP81Q1ژن 

گرم در لیتر هر دو الیسیتور  میلی 5/1بیان این ژن در غلظت 

در بررسی اثر متقابل غلظت در زمان بیشترین تغییر . دست آمد هب

، بعد از اعمال تیمار نقره تبرای الیسیتور نیترادر میزان بیان ژن 

 9/ گرم در لیتر  میلی 1 ساعت و تیمار 41/ گرم در لیتر  میلی 5/1

گرم در  میلی 45/1تیمار و برای الیسیتور نانوذرات روی  ساعت

تیمار . ساعت تعیین شد 9/ گرم در لیتر  میلی یکساعت و  4/ لیتر

ث افزایش ساعت در هر دو الیسیتور باع 9/ گرم در لیتر میلی یک

نقره  شد و در مقایسه، تیمار با الیسیتور نیترات CYP81Q1بیان ژن 

تیمار . در غلظت و زمان مذکور افزایش بیان بیشتری داشته است

ساعت بعد از اعمال الیسیتورهای  9/ گرم در لیتر میلی 45/1

همچنین . نقره و نانوذرات روی باعث افزایش بیان ژن شد نیترات

 41یان ژن برای هر دو الیسیتور در بازه زمانی کمترین میزان ب

در . گرم در لیتر الیسیتور تعیین شد میلی 5/1ساعت بعد از اعمال 

نقره و  های زمانی تیمارهای مختلف نیترات ها و بازه بیشتر غلظت

نسبت به نمونه شاهد  CYP81Q1نانوذرات روی، افزایش بیان ژن

های اصلی  این ژن از ژن بنابراین با توجه به اینکه. دشمشاهده 

توان گفت که به احتمال زیاد با اعمال  مسیر سنتز سزامین است می

یابد  این الیسیتور بیان این ژن و تولید لیگنان سزامین افزایش می

های متعددی تاثیر الیسیتورهای  در پژوهش .(11تا  1های  شکل)

براساس . مطالعه شده است CYP81Q1مختلف بر بیان ژن 

 لیتر در گرم میلی 1 و 5/1 ،45/1های  تاثیر غلظت گزارشی

بر میزان بیان ژن  کنجد سلولی سوسپانسیون درنانوذرات کبالت 

CYP81Q1 5/1بیشترین میزان بیان این ژن در غلظت  بررسی و 

ساعت بعد از اعمال  41گرم در لیتر نانو ذرات کبالت  میلی
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 Heidari far and Dehghan Nayeri)الیسیتور تعیین شده است 

ساعت  41، طی CYP81Q1در مطالعه حاضر نیز بیان ژن (. 2015

به حداکثر رسید و نقره  گرم در لیتر نیترات میلی 5/1عد از اعمال ب

 . بعبارتی نقره اثری مشابه کبالت بر بیان این ژن داشت

پژوهشگران بیوسنتز لیگنان را در کشت سوسپانسیون سلولی 

Forsythia این گیاهان لیگنان . ید آن بررسی کردندبرای بهبود تول

متایرزینول را از پیش ماده پینورزینول از طریق کاتالیز 

-رودکتاز و سکوئیزولارسیرزینوللاریسرزینول/پینورزینول

ها کشت سوسپانسیون سلولی را از  آن. کننددهیدروژناز تولید می

تهیه کردند و متوجه شدند که بیان  Forsythia koreanaهای  برگ

-ردکتاز و سکوئیزولارسیرزینوللاریسرزینول/ضعیف پینورزینول

برابری  41دهیدروژناز باعث حذف کامل متایرزینول و تجمع 

 PLR-RNAiو  CYP81Q1زمان  علاوه بیان هم هب. پینورزینول شد

نشان  این نتایج. تولید سزامین را به اندازه پینورزینول افزایش داد

داد که سوسپانسیون سلولی ابزاری امیدبخش برای تولید پیش ماده 

 (.Jung et al. 2009) لیگنان سزامین است

نقره و نانوذرات روی بر بررسی تاثیر الیسیتورها شامل نیترات

 ها میزان بیان سایر ژن

 های فلزی نظیر نیکل، کبالت، روی و منگنز با وجودیون

بسیاری  برای تنظیم فعالیتی بالا ها ظتزا بودن در غل مسمومیت

 یها روش غییر غلظت میکروالمنتت .ها ضروری هستند از آنزیم

های ثانویه در کشت سلولی  برای افزایش محصولات متابولیت

در تحقیقات انجام شده فلزاتی مانند  (.Ahmadikhah 2011) است

ز کبالت، نیکل، آهن و نقره باعث تحریک تولید دامنه وسیعی ا

. (Mithöfer et al. 2004)شوند  های ثانویه در گیاهان می متابولیت

پژوهشگران تأثیر پنج نانوذره مس، کبالت، آهن، منگنز و مولیبدن 

را در تولید بتالانین و رشد سوسپانسیون سلولی گیاه چغندرقند 

(Beta vulgaris )براساس نتایج، با افزایش کبالت . بررسی کردند

درصد  11توان بتالانین را تا  میکرومولار می 5میکرومولار به  1از 

های بالای  اما غلظت( بیشترین میزان افزایش متابولیت)افزایش داد 

باعث افزایش متابولیت و رشد ( میکرومولار 41تا  11)کبالت 

این نتیجه مشابه نتیجه . (Trejo-Tapia et al. 2001)سلولی نشد 

های  جای استفاده از غلظت هحاصل از پژوهش حاضر است که ب

 .بالا باید زمان تیماردهی را افزایش داد

های مختلف نقره و مس  های قبلی، غلظت براساس نتایج پژوهش

روزه  41های های گیاهچهاکسیدانو آنتی 1سینتازبر بیان ژن فلاون

دار ژن  ها بیانگر افزایش معنی نتایج آن. زیره سبز اثربخش هستند

میکرومولار نقره  51و  45های  در حضور غلظت 1سینتاز فلاون

میکرومولار  111نسبت به نمونه شاهد بود که با افزایش غلظت تا 

های تیمار  بیان ژن کاهش داشت، همچنین بیان ژن در گیاهچه

. نشان دادشده با محرک مس نیز در مقایسه با نمونه شاهد افزایش 

نقره بر بیان  های متفاوت نیترات از آنجائیکه در این تحقیق غلظت

و  45های  که در حضور غلظت طوری ژن اثرات متفاوتی داشتند به

میکرومولار نقره بیان ژن افزایش داشته و با افزایش غلظت،  51

کار  ههای ب توان نتیجه گرفت اثر غلظت بیان ژن کاهش داشت می

کار بردن الیسیتور بر بیان ژن دارای اهمیت  هزمان ب رفته و همچنین

 (.Yousefi et al. 2015)باشد  می

تاثیر الیسیتور نانوکبالت و نانوکیتوزان روی میزان برای بررسی 

و   DBR2و SQS های کلیدی مسیر بیوسنتزی آرتمیزنین بیان ژن

های  مقدار تولید این ماده در سوسپانسیون سلولی درمنه از غلظت

گرم  میلی 15و  11، 5گرم در لیتر نانوکبالت و  میلی 5و  5/4، 45/1

ساعت  24و  19، 41، 9در لیتر نانو کیتوزان در چهار بازه زمانی 

گرم  میلی 5بیشترین میزان تولید آرتمیزنین در تیمار  .داستفاده ش

در تیمار فوق، . ساعت حاصل شد 41در لیتر نانوکبالت و بعد از 

. برابر افزایش داشت 45/4ن نسبت به نمونه شاهد تولید آرتمیزنی

که  طوری هها بستگی دارد ب که تاثیر الیسیتورها به نوع آن نتیجه این

یک الیسیتور ممکن است در غلظت پایین و الیسیتور دیگر در 

 (.Ghasemi et al. 2015)ثر باشد ؤغلظتی بالاتر م

های  ماده ن پیشپروپانوئیدها مسئول فراهم کرد مسیر بیوسنتز فنیل

ها، فلاوونوئیدها و برخی  ، لیگنانها لازم برای سنتز لیگنین

مسیر )مسیر از مسیر اسیدشیکمیک این . استترکیبات دیگر 

و ( آلانین و تیروزین حلقوی مانند فنیل آمینه اسیدهایبیوسنتزی 

( PAL) آلانین آمونیالیاز فنیل. شودمسیر اسیدمالونیک شروع می

اولین  وبین متابولیسم اولیه و ثانوی در گیاهان آنزیم حدواسط 

پروپانوئیدها  آنزیم کلیدی و تعیین کننده در ابتدای مسیر تولید فنیل

 الیسیتور تاثیر در پژوهشی(. Bahabadi and Sharifi 2013) است

 ماده پیش و 1 و 5/1، 1/1 های غلظت در اسیدسالیسیلیک

 بیان ژن میزان روی یترل در گرم میلی 1/1 در غلظت آلانین فنیل
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CYP81Q1 دش بررسی کنجد سلولی سوسپانسیون کشت در .

 ژن بیان میزان داد نشان qRT-PCR روش با ژن بیان بررسی نتایج

CYP81Q1 و اسیدسالیسیلیک با شده تیمار های نمونه همه در 

 غلظت به مربوط بیان افزایش بیشترین .یافت افزایش آلانین فنیل

 و ساعت 24 زمانی بازه در اسیدسالیسیلیک یترل در گرم میلی یک

این . بود ساعت 24 زمانی بازه در آلانین فنیل لیتر در گرم میلی 1/1

 و احتمالاً CYP81Q1الیسیتورهای غیرزیستی باعث افزایش بیان 

براساس (. Amanelahy et al. 2016)شوند  افزایش سزامین می

که در بسیاری از  ،لیازآمونیا آلانین یان ژن فنیلگزارشی بنتایج 

تحت تیمار هورمون ها نقش دارد، مسیرهای تولید متابولیت

که  داده استنشان آدم  در گیاه بابات جاسمونا متیل

عنوان الیسیتور  هب اسیدسالیسیلیکنیز مثل جاسمونات  متیل

 آمونیالیاز احتمالاً آلانین غیرزیستی کارآمد با تاثیر بر بیان ژن فنیل

 شود گیاه میاین ترکیبات پلی فنول در  موجب افزایش

(Gholamian et al. 2018 .) 

های  تیتانیوم بر تغییر بیان ژن اکسید اثر نانوذرات نقره و نانو دی

دخیل در مسیر بیوسنتزی متابولیت سنگوئینازین در محیط کشت 

سوسپانسیون سلولی دو ریز نمونه حاصل از مریستم ساقه و ریشه 

طبق نتایج . مورد مطالعه قرار گرفته است در پنج بازه زمانی

های مورد مطالعه بیشترین تغییرات بیانی را در  حاصل، تمام ژن

ها در هر دو ریزنمونه  ساعات اولیه پس از تیمار با نانو محرک

داری  طور معنی ها به نشان دادند که پس از گذشت زمان، بیان آن

م شده برای در این آزمایش، مشابه تحقیق انجا. کاهش یافت

مطالعه اثر محرک روی میزان بیان ژن از محیط کشت 

سوسپانسیون استفاده شد و با توجه به اینکه هر دو آزمایش دارای 

که کاربرد محرک در این محیط آسان  ییجا نتایج مثبت بود و از آن

توان گفت محیط سوسپانسیون محیط مناسبی برای  است، می

 (.Khodayari et al. 2015)باشد مطالعه اثرات محرک می

 ژن بیان بر خشکی تنش و نقره نانوذرات الیسیتور اثری پژوهشدر 

 هایاکوتیپ در کارتنوئیدو افزایش  هیدروکسیلازبتاکاروتن

مثبت ارزیابی شده است  (.Crocus sativus L) زعفران مختلف

(Sabertanha et al. 2017.) 

 در D4H و  STR،DAT های ژنروی بر بیان  ذراتتاثیر نانو

( Catharanthus roseus) سوسپانسیون سلولی گیاه پروانش

 های بیشترین افزایش بیان ژن بررسی و مشخص شده است که

STR  و D4H گرم در لیتر و برای ژن میلی 5/1غلظت  در DAT  در

 9روی در بازه زمانی  ذراتگرم در لیتر نانو میلی یکغلظت 

در پژوهش حاضر نیز  .(Rezaee et al. 2017) ساعت بود

 45/1)ساعت ولی در غلظتی کمتر  9نانوذرات روی در زمان 

غلظت . بیشترین تاثیر را بر میزان بیان ژن داشتند( گرم در لیتر میلی

که غلظتی  طوری ه، ببستگی داردگونه گیاهی  نوع بهموثر الیسیتور 

از الیسیتور که در یک گیاه اثر تحریکی دارد، ممکن است در گیاه 

 غلظت بالای الیسیتور قارچی عنوان مثال، هب. دیگر اثر نداشته باشد

 (Taxus baccata) در کشت سلول سرخدار( گرم در لیتر میلی 51)

 ها و کمترین میزان تاکسول منجر به بیشترین میزان مرگ سلول

( گرم در لیتر میلی 45)که غلظت پایین آن  شده است، در حالی

زان تاکسول و کمترین میزان مرگ و میر منجر به تولید بیشترین می

همچنین (. Bahabadi and Sharifi 2013)ها شده است  سلول

الیسیتورهای قارچی در کشت سلول  (v/v) درصدیک غلظت 

بیشترین تاثیر افزایشی بر میزان ( Linum album) کتان سفید

را در این گیاه  رزینولو لاریسی های پودوفیلوتوکسین لیگنان

 (.Bahabadi et al. 2011) ندداشت

نقره  دهد که تاثیر الیسیتور نیترات نتیجه کلی این پژوهش نشان می

با افزایش زمان اعمال الیسیتور بیشتر  CYP81Q1بر میزان بیان ژن 

دار وجود  که بین زمان و غلظت اثر معنی شود و با توجه به این می

ر زیادی بر های متفاوت الیسیتور اث که غلظت جایی دارد و از آن

صرفه است که از غلظت کمتر  افزایش بیان نداشته است، مقرون به

براساس نتایج . تر استفاده شود الیسیتور در بازه زمانی طولانی

های ثانویه در  نقره بر تولید متابولیت مثبت نانوذرات روی و نیترات

سایر گیاهان، همچنین افزایش بیان ژن کلیدی دخیل در تولید 

در اثر تحریک با این دو الیسیتور در این ( CYP81Q1)سزامین 

توان نتیجه گرفت که الیسیتورهای نانوذرات روی و  پژوهش می

افزایش احتمالی  و CYP81Q1نقره جهت تحریک بیان ژن نیترات

برای اثبات این موضوع و تعیین همبستگی . سزامین مفید هستند

ی مقدار سزامین تولید گیربین میزان بیان ژن و تولید سزامین اندازه

شده در اثر تحریک با الیسیتورها و مقایسه با نمونه شاهد لازم 

 . است
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